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研究成果の概要（和文）：転移性脳腫瘍の患者は増加傾向で、脳転移に対する有効な治療法が不足している。転
移性脳腫瘍の発生機序は不明で、脳転移を抑制する薬剤はいまだ開発されていない。研究代表者は転移脳腫瘍患
者の腫瘍組織よりがん幹細胞株を樹立した。これらはマウス脳に多発性脳腫瘍を形成することから、脳転移開始
細胞と命名した。免疫関連分子であるICOSLGは、免疫応答のみならず細胞の浸潤や遊走に関与していることが報
告されている。本研究は、脳転移開始細胞がICOSLGを発現することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The number of patients with metastatic brain tumors is increasing, and there
 is a lack of effective treatments for brain metastases. The pathogenesis of metastatic brain tumors
 is unknown, and drugs that suppress brain metastases have not yet been developed. We established a 
cancer stem cell line from the tumor tissue of patients with metastatic brain tumors. They were 
named brain metastasis-initiating cells because they form multiple brain tumors in the mouse brain. 
It has been reported that ICOSLG, an immune-related molecule, is involved in cell infiltration and 
migration, as well as immune response. This study revealed that brain metastasis-initiating cells 
expressed ICOSLG.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： 脳転移　がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
医学の進歩により、がんの原発巣の制御は改善され生存率は延長している。しかし、脳転移を来した場合は5年
生存率12％といまだ予後不良である。脳転移を抑制する治療法はいまだ開発されていない。転移にはがん幹細胞
が関与していることが提唱されており、脳転移巣には脳転移開始細胞が存在すると考えられる。本研究成果は、
新たな脳転移の治療の分子標的を明らかにした。これまでにない、脳転移を抑制する新しいコンセプトの治療法
の開発に広く波及できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、原発癌の制御は分子標的薬の発達により生存期間が延長している。しかし、脳転移の機
序はいまだ不明な点が多く、脳転移を抑制する薬剤の開発はいまだ行われていない。また脳は脳
血液関門により薬剤が到達しにくく、抗がん剤にも不応性である。そのため手術と放射線治療が
標準的治療であり、転移性脳腫瘍に対する治療は十分ではない。一方でがんの発生かつ治療抵抗
性の根源として、がん幹細胞の存在が提唱されている。そのため、がん幹細胞を標的とした治療
薬の開発が世界中で行われている。しかし、転移性脳腫瘍からがん幹細胞を単離し機能解析を行
った研究は少ない。脳転移巣には脳指向性をもつがん幹細胞が存在していると考えられ、脳転移
開始細胞と命名されている。しかし脳転移開始細胞を用いた研究はほとんど行われていない。 
 研究代表者はこれまでにグリオーマ患者の手術検体からグリオーマがん幹細胞を単離し、そ
の機能解析を行ってきた（Cancer Cell 2016）。がん幹細胞を単離する手法を、転移性脳腫瘍に
も応用し、がん幹細胞株を樹立してきた（Medical Molecular Morphology 2017）。脳転移巣か
ら樹立したがん幹細胞は、マウスに多発性脳腫瘍を形成することから脳転移開始細胞と命名し
た（Cytometry Research 2018）。脳転移開始細胞を用いて脳転移の機序解明を行うべく、浸潤
に関連する分子について解析を行った結果、免疫関連分子である ICOSLG（Inducible 
costimulatory ligand）が発現していることを見出した。 
 
２．研究の目的 
 がん細胞が脳転移を起こすには複数の過程が必要であり、脳転移の機序の解明が難しい要因
のひとつである。また、脳転移を再現できる実験系のモデルが不足していることも問題である。
がん幹細胞は転移にも重要な役割を果たしていると考えられている。脳転移に必要な過程とし
て、①原発巣のがん細胞が上皮間葉転換により浸潤・遊走能を得て、血管から血流に至る。②足
場のない血流内で生存しつづけるための能力、③脳血管末梢で捕捉され、接着し浸潤・増殖によ
り脳転移巣を形成する能力。これらの能力を自由自在に変化するためには、自己複製能、分化能
を有するがん幹細胞が適していると考える。さらには脳転移巣には脳指向性のがん幹細胞が濃
縮されていると予想される。そのため脳転移巣から脳転移開始細胞を単離し、その機能解析を行
うことで脳転移の機序解明と新規治療法の開発に寄与するのではないかと考えている。 
 本研究は、脳転移という現象に関わる分子メカニズムを明らかにすることを目的とした。その
ために、脳転移開始細胞が発現する分子を網羅的に解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) 転移性脳腫瘍由来の脳転移開始細胞は三次元スフェア培養法を用いて樹立した（Neuro-
Oncology 2020）。手術で切除されたがん組織（0.1–1 g）をはさみにより細かく刻んだ。細切さ
れた組織を細胞剥離液（Accumax(TM)；ナカライテスク）2 mL をいれた試験管に移し、37℃の恒
温槽で 5分間振盪（20回/分）した。細胞培養液 8 mL を加え混和し、遠心（40 ×g，5分）し
た。上清を捨て、細胞培養液 10 mL を加え混和し、超低接着表面ディッシュ（100 mm；Corning）
で培養した。培養は、5％ CO2／95%空気、37℃の湿潤な環境で行った。細胞培養液は、D-MEM/Ham’
s F-12（和光純薬）に、NaHCO3（49 mM）、グルコース（26 mM）、L-グルタミン（3 mM）、MACS 
NeuroBrew-21（5 mL；Miltenyi Biotec）、上皮成長因子（EGF，20 ng/mL；PeproTech）、線維芽
細胞増殖因子（bFGF，20 ng/mL；PeproTech）、およびペニシリン（100 U/mL）とストレプトマイ
シン（0.1 mg/mL）を添加したものを使用した。 
(2) ヘルシンキ宣言に基づいて関西医科大学の医学倫理審査委員会の承認のもと、同一患者に
おける肺癌と脳転移のホルマリン固定パラフィンブロックの検体を 3 セット使用した。組織は
全例で腺癌であった。パラフィンブロックの検体から RNA を抽出し、nCounter システム
（NanoString Technologies）を用いて、遺伝子発現を解析した。パラフィンブロックから 5 μ
m の切片を薄切した。NucleoSpin total RNA FFPE kit（Macherey-Nagel）を用いて、RNA を抽出
した。分光光度計（Nanodrop 1000；Thermo Fisher Scientific）を用いて、RNA の品質を確認
した。上皮間葉転換マーカー（Snail, Slug, TWIST, ZEB1 など）、免疫関連分子（STAT family, 
ICOSLG, TNF superfamily など）、がん幹細胞マーカー（CD133, CD44, ALDH1A3 など）を搭載し
た nCounter のカスタムパネルを作製した。RNA はプローブセットと 67℃で 16 時間かけてハイ
ブリダイズした。Sample Prep Station（NanoString Technologies）を用いて、ハイブリダイズ
したを精製し、解析用カートリッジの表層に固定した。Digital Analyzer（NanoString 
Technologies）を用いて、スキャンし、標的配列をカウントした。取得したデータは nSolver 
analysis software version 4.0（NanoString Technologies）を用いて解析した。 
(3) RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて、がん幹細胞から RNA を抽出した。バイオアナライザ
電気泳動システム（Agilent 2100；Agilent）を用いて、RNA の品質を確認した。strand-specific
ライブラリー調製法（NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module；New England Biolabs）
でシーケンスライブラリーを作製した。次世代シーケンサー（NovaSeq 6000；Illumina）を用い
て、ライブラリー調製したサンプルの塩基配列を 1 検体あたり 12 GB で取得した。ソフトウエ



ア FastQC を用いて、クオリティスコアを確認し、シーケンスの品質に問題がなかった。ソフト
ウエア Trimmomatic を用いて、シーケンスリードをトリミングした。ソフトウエア HISAT2 を用
いて、トリミング後のシーケンスリードをリファレンスゲノム（hg38）へマッピングした。リー
ドのマップ率は 98.1-98.5%であった。ソフトウエア featureCounts を用いて、マッピングされ
た raw リード数をカウントした。ソフトウエア featureCounts を用いて、マッピングされたフ
ラグメントのカウントを行い、TPM 値を算出した。 
(4)  免疫関連分子である ICOSLG（CD275）を検出するための一次抗体として、抗 CD275 抗体
（LS-B2001；LSBio）を 50倍に希釈して使用した。がん幹細胞マーカーである CD44 を検出する
ための一次抗体として、抗 CD44 抗体（ab189524；abcam）を 400 倍に希釈して使用した。二次抗
体は、Alexa Fluor 488 標識抗マウスイムノグロブリン抗体（A32766; Invitrogen）および Alexa 
Fluor 555 標識抗ウサギイムノグロブリン抗体（A32794; Invitrogen）を使用した。脳転移開始
細胞を 4%パラホルムアルデヒド溶液で固定した。0.2% TritonX-100 により細胞膜の透過処理を
行った。10%正常ロバ血清（D9663；Sigma-Aldrich）によりブロッキングを行い、一次抗体（抗
CD275 抗体および抗 CD44 抗体）と蛍光二次抗体を反応させた。DAPI（4',6-Diamidino-2-
phenylindole, 1 μg/ml；同仁化学研究所）を用いて細胞核を染色した。蛍光は共焦点レーザー
顕微鏡（LSM510 META; Carl Zeiss）を用いて観察し、画像を取得した。 
 
４．研究成果 
(1) 肺癌原発巣と脳転移巣における遺伝子発
現量の変動を解析した。原発巣において、
ICOSLG および上皮間葉転換マーカーである
SNAI1 の発現量が高かった。脳転移巣において、
EMT マーカーである SNAI2 と E-cadherin およ
びがん幹細胞マーカーであるALDH1A3の発現量
が高かった（図 1）。 
(2) 脳転移巣に存在する脳転移開始細胞にお
ける上皮間葉転換マーカー、免疫関連分子、が
ん幹細胞マーカー、および転写因子の発現を
RNA シーケンス解析で調べた。7症例を解析し 
た。上皮間葉転換マーカーである CDH1 (191 
TPM)、SNAI1 (13 TPM)、および SNAI2 (4 TPM)
の発現を認めた。また、がん幹細胞マーカーで
ある SOX2 (370 TPM)、NES (42 TPM)、ALDH1A3 
(34 TPM)、CD44 (28 TPM)、および PROM1 (27 
TPM)を認めた。転写因子である SP2 (24 TPM)
を認めた。ICOSLG遺伝子の有意な発現は認めな
かった。 
(3) 肺癌脳転移の手術検体から 3 例の脳転移
開始細胞の樹立に成功した。免疫組織化学法を
用いて、ICOSLGタンパク質の発現を解析したと
ころ、ICOSLG は脳転移開始細胞の細胞膜に局在していた（図 2）。 

 以上の研究成果は、ICOSLG が転移性脳腫瘍の治療の標的に成り得る可能性を示唆する。 
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